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^ (54) Title: METHOD FOR REMOVING ENDOTOXINS 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ABREICllERUNG VON ENDOTOXINEN 

(57) Abstract: The invention relates to a method for removing endotoxins from nucleic acids. The endotoxins are removed by 
pre-incubating the nucleic acids in a salt>free detergent solution and subsequent anion exchange chromatography on a tentacle anion 
exchanger. 

^ (57) Zusammenfassung: DieErtindungbetrifftein VerfahrenzurAbreicherungvonEndotoxinenausNukleinsauren. DieAbreiche- 
rung wird erreicht durch Vorinkubation mit einer SaJz-freien Detergenzlosung und nachfolgende Anionenaustauschchromatographie 
^ an einem Tentakel-Anionenaustauscher. 
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Verfahren zur Abreicherung von Endotoxinen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Abreicherung Oder Entfernung von 
Endotoxinen aus biologischem Material. Mittels des erfindungsgem^i^en 
5 Verfahrens Icann beispieisweise hochreine Plasmid-DNA aus naturlichen 
Queilen gewonnen werden, 

Der Bedarf an schnellen und effizienten Verfahren zur Gewinnung von 
hochreiner Plasmid-DNA aus biologischen Queilen nimmt aufgrund der 
1 0 zunehmenden Bedeutung von rekombinanter DNA fur die exogene 

Expression Oder therapeutische Anwendungen standig zu. Vor allem steigt 
auch die Nachfrage nach Aufreinigungsmethoden, die auch in grolierem 
Malistab durchgefuhrt werden konnen. 

1 5 Nahezu alle bekannten Methoden zur Aufreinigung vor allem groRerer 
RAengen an-Plasmid--BNA-beinhalten-eineri-chco!iiatographischen 
Aufreinigungsschritt. Die Effizienz dieses Schritts bestimmt In der Regel 
auch Effizienz und Wirksamkeit der Aufreinigung. 

20 Plasmide sind epigenomische zirkulare DNA-MolekQIe mit einer Lange 

zwischen 4 und 20 kB. was einem Molekulargewicht zwischen 2,6x10^ und 
13,2x10® Dalton entspricht. Auch in ihrer kompakten Form (super coil) sind 
Plasmid-DNA Molekule normalenA^eise einige hundert nm groU. Aufgrund 
dieser AusmaBe sind sie grolXer als die Poren der moisten 

25 Chromatographiematerialien. Dies wiederum bewirkt u.a. die schlechten 
Bindungskapazitaten der allgemein venwendeten Trennmaterialien fOr 
Plasmid-DNA. 

Ein weiteres Problem bei der Aufreinigung von Plasmid-DNA stellen die 
30 Verunreinigungen dar, von denen die Plasmid-DNA abgetrennt werden soil. 
Dies ist zum einen genomische DNA und RNA. Diese MolekQIe besitzen 
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genau wie Plasmid-DNA einen stark anionischen Charakter und somit ein 
sehr ahnliches Bindungsverhalten an Trennmaterialien. 

Zumindest ebenso aufwendig ist die Abtrennung von Endotoxinen. 

5 Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS), die sich auf der aulieren 

Membran von Gram-negativen Wirtszellen, wie beisplelsweise Escherichia 
coli, befinden. Wahrend der Lyse der Zellen werden neben der Plasmid- 
DNA auch LPS und andere Membranbestandteile iierausgelost. Endotoxine 
sind in Zellen in einer Anzahl von ungefahr 3,5x10^ Kopien pro Zelle 

10 vorlianden (Eschericia Coli and Salmonella Typhimurium Cell, and Mol. 
Biology, J. L. Ingraham, et al. Eds 1987 ASM) und ubertreffen so die 
Anzahl der Plasmid-DNA Molekule um mehr als das lOVache. Aus diesem 
Grund enthalt Plasmid-DNA, die aus Gram-negativen Wirtszellen 
gewonnen wurde, oft groRe Mengen an Endotoxinen. Diese Stoffe fuhren 

15 jedocfi zu einer Reihe unenwiinschter Nebenreaktionen (Morrison and 

Ryan, 1987rAnnarRevrMed7^8; 44-7-432i-Boyle et aL 1998. DNA and Cell 
Biology, 17, 343-348). Soil die Plasmid-DNA beispielsweise zur 
Gentherapie eingesetzt werden, so ist von grSliter Bedeutung, dali keine 
Z.B. inflammatorischen oder nekrotischen Nebenreaktionen aufgrund der 

20 Verunreinigungen auftreten. Daher besteht ein groBer Bedarf an effektiven 
Verfahren zur Abreicherung von Endotoxinen auf mOglichst geringe 
Mengen. 

Bekannte Methoden zur Abreicherung von Endotoxinen basieren auf 
25 melireren Aufreinigungsscliritten, haufig unter Einsatz von Silica-Tragern, 
Glaspulver oder Hydroxylapatit, sowie auf Umkehrpliasen-, Affinitats-, 
Size-Exclusion- und/oder Anionenaustauschchromatographie. 

Zunachst werden die Wirtszellen mittels bekannter Methoden, wie 
30 beispielsweise der alkalischen Lyse, aufgeschlossen. Aber auch andere 

Lyseverfahren, wie z.B. die Anwendung von hohem Druck, die Boiling Lyse, 



WO 01/66718 




tePOl/01610 



-3- 



10 



15 



20 



25 



die Verwendung von Detergenzien oder der AufschluB durch Lysozym sind 
bekannt 

Die Plasmid-DNA in dam so erhaltenen Medium, einem „Cleared Lysate", 
ist hauptsachlicli durch kleinere Zelibestandteile, Chennikalien aus den 
vorangegangenen Behandlungsschritten, RNA. Proteine und Endotoxine 
verunreinigt. Die Abtrennung dieser Vemnreinigungen benotigt zumeist 
mehrere nachfolgende Aufreinigungsschritte. Als besonders vorteilhaft hat 
sich die Aufreinigung mittels Anionenaustauschchromatographie erwiesen. 

Die dynamische Bindungskapazitat der meisten Anionentauscher fur 
Plasmid-DNA liegt jedoch nur be! ca. 0,4 mg/ml Trennmaterial. Grund fur 
diesen niedrigen Wert ist, dali die funktionellen Gruppen direkt oder uber 
kurze Spacer an den Trager gebunden sind und so fur Wechseiwirkungen 
mit den groBen Plasmid-DNA MolekQIen nur bedingt zur Verfugung stehen. 

Ein weiterer Nachteil der konventionellen Anionenaustausch- 
chromatographie ist, dall zusammen mit der Plasmid-DNA eine 
betrachtliche IVIenge an Endotoxinen gebunden wird, die sich auf diese 
Weise nicht abtrennen la(it. Man erhalt Plasmid-DNA mit Endotoxinanteilen 
von mehr als 500 EU/mg Plasmid-DNA. Zur Abreicherung der Endotoxine 
sind deshalb weitere Aufreinigungsschritte, wie z.B. chromatographische 
Schritte (Gelfiltration) oder Fallungen mit Isopropanol, Ammoniumacetat 
Oder Polyethylenglycol, notwendig. Mit Aufreinigungsmethoden, die 
chromatographische Verfahren. wie z.B. Anionenaustausch- 
chromatographie, und zusatzliche Endotoxinabreicherungsschritte 
kombinieren, kann man Plasmid-DNA mit einem Endotoxingehalt von unter 
50 EU/mg Plasmid DNA erhalten. Allerdings sind derartige Verfahren 
zumeist aufwendig, zeitintensiv und fur die Aufreinigung von grofieren 
Mengen an DNA nur bedingt geeignet. 
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WO 95/21 179 beschreibt ein Verfahren zur Abreichemng von Endotoxinen, 
bei dem ein Cleared Lysate zunSchst mit einer wa&rigen Salzldsung und 
Detergenzien vorinkubiert wird. Anschlieliend erfolgt eine Aufreinigung 
mittels lonenaustauschchromatographie, wobel mIt einer weiteren 
Salzlosung gewaschen, die Plasmid-DNA eluiert wird und anschlieliend 
beispielsweise durch Isoprcpanol-Fallung weiter aufgereinigt wird. Auch 
dieses Verfahren weist die oben genannten Nachteiie auf. 

In WO 99/63076 wird statt eines rein anionenaustauschchromato- 
graphisclien Schritts ein „mixed-mode" Prinzip angewendet, wobei dem 
Wascli-Puffer 25 bis 90% eines Alkohols zugesetzt werden. Auch dieses 
Verfahren benotigt typischenA^eise mehrere Verfahrensschritte, urn eine 
effel^tive Aufreinigung zu erzielen. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein Verfahren zur 
chromatographischen Aufreinigung von Plasmid-DNA bereitzustellen, das 
zum einen ohne weitere Aufreinigungsschritte Plasmid-DNA mit einem 
Endotoxingehalt von unter 50 EU/mg Plasmid DNA liefert, und das zum 
anderen auch zur Aufreinigung groRer DNA-Mengen geeignet ist. 

Es wurde gefunden, dalX Plasmid-DNA ohne weitere Failungsschritte in 
sehr guter Reinheit erhalten wird, wenn ein Cleared Lysate mit Salz-freier 
Detergenzlosung vorinkubiert wird und anschiiefiend mittels Anionen- 
austauschchromatographie auf einem Tentakel-Trager aufgereinigt wird. 
Das erfindungsgemalie Verfahren ist zur Aufreinigung von kleinen. aber 
besonders auch zur Aufreinigung von groRen Mengen an Plasmid-DNA 
geeignet. 

Im Gegensatz zu der Offenbarung der WO 95/21 179, bei der die 
Vorinkubation mit einer Salz-haltigen Detergenzlosung durchgefOhrt wird, 
wurde nun gefunden, daR die Ven/vendung einer Salz-freien 
Detergenzlosung, besonders in Kombination mit einer nachfolgenden 
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Anionenaustauschchromatographie an Tentakel-Tragem, eine sehr 
effiziente Abreicherung von Endotoxinen bewirkt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung istdaherein Verfahren zur 
5 Abreicherung von Endotoxinen aus Nukleinsauren, die aus naturiichen, 
gen- oder biotechnoiogischen Quellen stammen, gekennzeiclinet durcli 
folgende Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen eines Mediums, das die aufeureinigenden 
Nukleinsauren enthalt; 
1 0 b) Vorinkubation des Mediums aus Schritt a) mit einer Salz-freien 

DetergenzlQsung; 
c) Aufgabe der Inkubationslosung aus Schritt b) auf 

Anionenaustauschermaterial. dessen funktionelle Gruppen an 
Tentakein auf der Oberflache des Tr^gers gebunden sind; 
15 d) Waschen des Anionentauschers, wobei die Verunreinigungen durch 

ErhOhung der lonenstarke und/oder pH-Anderungen, d.h. unter 
anionenaustauschchromatographischen Bedingungen . 
ausgewaschen warden; 
e) Elution der Probe durch weitere ErhShung der lonenstarke und/oder 
20 pH-Anderung. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die aufzureinigende 
biologische Quelle Plasmid-DNA. 

25 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens wird ein DEAE oder 
TMAE Anionenaustauscher venA/endet 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der fQr Schritt d) verwendete 
Wasch-Puffer 0 bis 20 % (v/v) eines organischen Losungsmittels oder 
30 Losungsmittelgemisches, insbesondere eines oder mehrerer Alkhohole, 
bevorzugt C1 bis C5 Alkohole, besonders bevorzugt Ethanol und/oder 
Isopropanol. 
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In einer weiteren bevorzugten AusfGhrungsform wird das in Schritt a) 
bereitgestellte Medium durch Aufschluliverfahren, wie all<alischer Lyse, 
Zentrifugation, Filtration oder Fallung, aus der naturlichen Quelle 
5 gewonnen. 

Typischerweise ist das Medium ein Cleared Lysate. 

Abbildung 1 zeigt einen Vergleich der dynamischen Bindungskapazitaten 
10 von einem Fractogel® EMD TMAE HiCap Tentai<el-Trager (TT) mit einem 
herkommliclien Silika-DEAE Trager (ST) entsprechend dem in WO 
95/21 179 verwendeten Material. 

Trennmaterialien fur die Chromatographie bestehen, wie dem Fachmann 
15 bekannt, aus organischen oder anorganischen polymeren Formkorpern. 
Unter Formkorpem werden erfindungsgemali porose und unpordse 
polymere Materialien, wie beispielsweise perlformige Formkorper, 
Membranen, Schlauche, Hohlfasenmembranen oderSchwamme 
verstanden. 

20 

Tentakel-TrSger im Sinne der vorliegenden Erfindung sind 
Trennmaterialien, bei denen die funktionellen Gruppen nicht einzein uber 
Spacer an den Trager gebunden sind. Vielmehr sind die funktionellen 
Gruppen der erfindungsgemali eingesetzten Trennmaterialien an 

25 Monomereinheiten von Polymerketten gebunden, die auf einen Basistrager 
aufpolymerisiert sind. Diese flexiblen Polymerstrukturen werden mitunter 
als "tentakelartig" bezeichnet. Beispiele fur Tentakel-Trager werden in WO 
96/22316, WO 97/49754, EP 0 337 144, DE 43 34 359 oder WO 95/09695 
offenbart. Basismaterialien und funktionelle Gruppen der Trager konnen je 

30 nach der speziellen chromatographischen Fragestellung ausgewahit 
werden. Bevorziigt werden Tentakel-Trager aus Copolymeren auf 
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Methacrylatbasis eingesetzt, besonders bevorzugt ist dies beispielsweise 
Fractogel® EMD der Firma Merck KGaA, Deutschland. 

Tentakel-Trager zeigen sehr viel hohere Bindungskapazitaten fur Plasmid- 
DNA als herkommliche Trennmaterialien. Beispiel 1 bzw. Abbildung 1 zeigt 
einen Vergleich der dynaischen Bindungskapazitaten von einem Fractogel® 
EMD Tentakei-Trager mit einem Siiika-Trager (wie er in WO 95/211 79 
venA/endet wird). Die Bindungskapazitat des Fractogel® EMD Tentakel- 
Tragers liegt bei uber 1 mg Plasmid/ml Trager, wohingegen der Silika- 
Trager nur 0,4 mg Plasmid/ml Trager bindet. 

Chromatographische Trennmaterialien bzw. Sorbentien, die zur 
Auftrennung Oder Reinigung von Biopolymeren eingesetzt werden, mussen 
neben guten Trenneigenschaften eine liohe AlkalistabilitSt aufweisen. 
Grund dafur sind insbesondere spezielie Reinigungs- und 
Steriiisationsverfahren, denen die Sorbentien unterworfen werden. 

Beispielsweise wird bei dem sogenannten clean in place Verfahren das 
Trennmaterial in Abhangigkeit von der Saulendimension uber einen 
Zeitraum von 10 Minuten bis zu drei Stunden mit 1 M Natronlauge 
behandelt. Urn eine Verkeimung zu verhindern, werden die Trenn- 
materialien fur eine Langzeitlagerung in 0.1 M Natronlauge aufbewahrt. 
Nicht alle Trennmaterialien, die zur Auftrennung von Biopolymeren 
eingesetzt werden, sind unter derartigen Bedingungen stabil. 

Basistr§ger fdr die Biochromatographie, wie sie auch fQr den 
erfindungsgemalien Einsatz z.B. in EP 0 337 144 oder WO 95/09695 
offenbart werden, sind beispielsweise natOrliche Polymere, wie Dextran, 
Agarose oder Cellulose, Kieselgel oder synthetische Polymere, wie 
Polystyrol und Methacrylatester. Vor ailem Trennmaterialien auf Basis von 
Kieselgel zeigen bekanntermalien eine schlechte Alkalistabilitat. Doch auch 
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TrSger auf Basis von Methacrylatestem kdnnen nur bedingt einer 
Alkalibehandlung unterzogen werden. Fiir den erfindungsgem§(ien Einsatz 
werden daher besonders Trennmaterialien bevorzugt, die eine hohe 
Alkalistabilitat aufweisen. Auf diese Weise konnen die Trennmaterialien fiir 
5 den Einsatz in der Biochromatographie ausreicliend sterilisiert werden und 
eigenen sich sogarfOr den mehrmaligen Gebrauch. 

Besonders bevorzugt fQr das erfindungsgemaUeVerfahren sind daher 
alkalistabile Sorbentien, die iiergestellt werden durch Umsetzung eines 
10 Tentakel-Tragers, der reaktive Gruppen der Fomnel I auiweist, mit einer 
Verbindung der Fonmel II. 



-[CR'' r2-CR3]- 
I 

15 0 = C-U-(CH2)n-C'^-C'^'' 

\/ 

o 



In Formel I bedeuten: 

20 

Ri,R2 und R3 unabhangig voneinander 
H Oder CH3, 

R4 H, AlkyI mit 1 -5 C-Atomen oder Aryl mit 6-1 2 C-Atomen, 

U - O - Oder - NH - 

und 

25 

n eine ganze ZaFil zwisclien 1 und 5. 

A-(CH2)ni-B II 

30 In Formel II bedeuten 
A NHR^ 
B H. OH. SH Oder NHR^ mit 
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H, AlkyI mit 1-5 C-Atomen, bevorzugt H, Methyl oder Ethyl 

und 

m eine ganze Zahl zwischen 1 und 6, bevorzugt 2 und 3. 

5 Besonders bevorzugt weist der Tr^ger reaktive Gaippen der Formel I auf, 
in denen 

Ri und R2 H, 

R3 CH3, 

R4 H, 

10 U -O 
und 

n 1 



bedeuten. Diese Gmppen entstehen vorzugsweise durch Block- Oder 
Pfropfpolymerisation von Glycidylmethacrylat auf ein Basispolymer. 

15 

Besonders bevorzugt wird Ethanolamm als Verbindung der Formel II 
verwendet. 

Ganz besonders bevorzugt besteht der Trager aus einem Basispolymer 
20 aus Polyamid, Polyvinylalkohol oder Copolymeren aus 

(Meth)acrylatderivaten und Comonomeren mit aliphatischen 
Hydroxylgruppen. 

Der Trager kann zusatzlich Gruppen der Fomiel III aufweisen, die 
25 Separationseffektoren tragen. 



VEPOl/01610 



30 



I 

0 = G-U-{CH2)n " CH-CHR"^ 



III 



In Formel III bedeuten: 
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R1.R2 und R3 unabhangig voneinander 



H Oder CH3, 

R4 H, AlkyI nriit 1-5 C-Atomen oder Aryl mit 6-12 C-Atomen, 

U - O - Oder - NH - 

5 n eine ganzen Zahl zwischen 1 und 5, 



ein Rest X einen Separationseffektor, sowie der andere Rest X OH. 

Der Separationseffektor stellt insbesondere eine ionische Gruppe, 
ausgewahit aus -NR^Rb oder -N+R^RaRs dar, 
10 worin 

R7und R8 unabhangig voneinander 

H, AlkyI mit 1-5 C-Atomen 

und 

R9 AlkyI mit 1 -5 C-Atomen 

15 mit der Maligabe, da(i wenn X = -N+R7R8R9, r? und Rs nicht H sein 

konnen, 

Die Stabilisiemng der Trager, die reaktive Gruppen entsprechend Formel I 
enthalten, erfolgt durch Umsetzung mit einer Verbindung entsprechend 

20 Formel II. TypischenA/eise wird der Trager dazu niit einer wassrigen 0,5 bis 
5 M LOsung der entsprechenden Verbindung versetzt und bei 20 bis 60°C 
uber 1 bis 6 Stunden umgepumpt. Besonders bevorzugt ist eine 
Umsetzung mit Verbindungen der Formel II, in denen m gleich 1 oder 2 ist. 
Langerkettige Verbindungen erhohen den hydrophoben Charakter des 

25 Formkorpers. 

Durch diesen abschlieftenden Stabilisierungsschritt werden die im 
allgemeinen basenlabilen Polymere oder aufpolymerisierten Schichten aus 
Acrylat-Derivaten wesentlich stabiler gegenuber einer Alkalibehandlung. 
30 Somit wird ein wesentlicher Nachteil der durch Block- oder 

Propfpolymerisation mit Acrylatestem hergestellten Sorbentien. die sich 
ansonsten durch sehr gute Bindungskapazitaten auszeichnen, behoben. 
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Bevorzugte funktionelle Gruppen fur den erfindungsgemaiien Einsatz sind 
Trimethylammoniumethyl (TMAE), Diethylaminoethyl (DEAE). Oder 
Dimethylaminoethyl (DMAE). 

5 Zusatzlich zu den hohen Bindungskapazitaten und der Stabilitat der 

Tentakel-Trager wurde nun gefunden, da(i sie besondere Vorteile bei der 
Aufreinigung von Plasmid-DNA mittels Anionenaustauschchromatographie 
aufweisen. Durch das erfindungsgemalie Verfahren unter VenA/endung der 
Tentakel-Trager kann der Gehalt an Endotoxinen gegeniiber Standard- 

10 methoden urn das 10 bis 20-fache reduziert werden. Weitere Reinigungs- 
schritte, die im Stand der Technik im AnschluB an die chromatographische 
Reinigung durchgefiihrt werden mussen, konnen deswegen bel dem 
erfindungsgemalien Verfahren in der Regel entfallen. 

1 5 Das erfindungsgemaUe Verfahren eignet sich besonders zur Aufreinigung 
von Nukleinsauren. Dies sind einzelstrangige oder doppelstrangige RNA 
Oder DNA, RNA/DNA Hybride, DNA-Fragnnente, Oligonukleotide. 
amplifizierte DNA oder RNA, BACs, Oder vor allem Plasmid-DNA. Die 
Grolie der Nukleinsauren kann zwischen 6 b/bp und 1000 kb/kbp liegen. 

20 

Die aufzureinigenden Nukleinsauren k5nnen aus jeder natQrIichen, gen- 
oder biotechnologischen, Quelle, wie beispielsweise prokaryotischen 
Zellkulturen, stammen. Falls Nukleinsauren aus Zellpraparaten aufgereinigt 
werden sollen, werden die Zellen zunachst nach bekannten Methoden, wie 

25 beispielsweise Lyse. aufgeschlossen. Falls das aufzureinigende Material 
bereits auf andere Weise vorbehandelt wurde. kann ein lytischer Aufschluft 
entfallen, Beispielsweise kann das Medium aus biologischem Material 
durch Entfernung der Zelltrummer und eines Niederschlags von RNA 
gewonnen werden, aus Nukleinsaure-Proben, die bereits vorgereinigt sind 

30 und Z.B. in Puffer vorliegen oder auch aus Nukleinsaurelosungen, die nach 
einer Ampliflkation entstanden sind und noch Verunreiniguhgen durch 
Endotoxine aufweisen. Gegebenenfalls sind Filtration, Fallungs-oder 
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Zentrifugationsschritte notwendig. Der Fachmann ist in der Lage. in 
AbhSngigkeit von der Quelle des biologlschen Materials ein geeignetes 
AufschluHverfahren zu wahlen. In jedem Fall sollte die aufzureinigende 
Probe fur das erfindungsgemaUe Verfahren in einem Medium vorliegen, 
das bei Zugabe der Detergenzlosung keine Niederschlage bildet oder 
sonstige unerwunschte Nebenreaktionen hervorruft. Bevorzugt handelt as 
sich bei dem Medium um ein Lysat. das aus Zellen gewonnen wurde, wie 
Z.B. ein Cleared Lysate. 

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.co// werden die Zellen 
beispielsweise zunachst durcli alkalische Lyse mit NaOH/SDS-Losung 
lysiert. Durch Zugabe eines sauren Kalium-haltigen Neutralisationspuffers 
bildet sich dann ein Prazipitat, das durch Zentrifugation oder Filtration 
entfemt werden kann. Der verbleibende, Ware Uberstand, das Cleared 
Lysate, kann nun als Ausgangsmaterial, d.h. als Medium, fur das 
erfindungsgemaiie Verfahren eingesetzt werden. Es ist auch moglich, das 
Cleared Lysate zunSchst nach bekannten Methoden, wie DIalyse oder 
Prazipitation, aufzukonzentrieren oder vorzureinigen. 

Im ersten Schritt des erfindungsgemaRen Verfahrens wird das Cleared 
Lysate nun mit einer Salz-freien, nicht ionischen Detergenz-Losung 
versetzt. Falls durch Verunreinigungen der Detergenziein Saize in die 
Losung gelangen, so sollte deren Konzentration unter 0,005%, d.h. unter 1 
mM betragen. Als Detergenzien werden nicht-ionische Detergenzien, wie 
beispielsweise Triton® X-100, Triton® X-1 14, Tween® 20 oder Igepal® CA 
630 Oder Mischungen davon eingesetzt. Die Detergenzien liegen 
vorzugsweise nach der Zugabe zu der Probe in Endkonzentrationen 
zwischen 0,01 und 30% (v/v), besonders bevorzugt zwischen 0,5 und 15% 
(v/v) vor. 



Nach der Vorinkubation wird das Lysat auf einen erfindungsgemali 
geeigneten Anionenaustauscher gegeben. Beladung. Waschen und Elution 
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erfolgt nach bekannten Verfahren. Ausmali und StSrke der Bindung eines 
Ziel-Molekuls an den lonenaustauscher hangt u.a. von pH und lonenstarke 
des Puffers, dem isoelektrischen Punkt des Target-MolekQIs und der Dichte 
der Ladungen auf der Matrix ab. Generell wird die Probe auf eine mit einem 
Puffer niedriger lonenstarke aquilibrierte Saule geladen, wonach 
ungebundene Molekulen ausgewaschen werden. Durch Erhohung der 
lonenstarke und/oder pH Andemng werden Verunreinigungen selektiv 
ausgewaschen, bevor durch weitere Erhohung der lonenstarke und/oder 
Veranderung des pH die Ziel-Molekiile eluiert werden. 

Der Fachmann ist in der Lage, fiir den jeweiligen Tentakel-Trager bzw. das 
zu reinigende biologische Material geeignete Reagenzien zu wahlen. Es ist 
dabei zu beachten, dali die Wechselwirkung zwischen der Plasmid-DNA 
und der Anionenaustauschgruppe eines 2.B. Fractogel® EMD TMAE 
Tragers starker von Unterschieden in der lonenstarke beeinflulit wird als 
dies be! der VenA/endung herkOmmlicher TrSger, z.B. Silika-DEAE TrSgem, 
der Fall ist. Obwohl der pK von TMAE mit uber 1 3 hoher ist als der von 
DEAE nnit 1 1 , mOssen bei der Verwendung von Fractogel® EMD Tentakel 
Tragern daher spezielle Beladungsbedingungen eingehalten werden. 
Besonders ist darauf zu achten, da(i die lonenstarke der Probe, mit der der 
Trager beladen werden soil, welt genug unterhaib der des Elutionspunktes 
der Plasmid-DNA liegt. 

Es hat sich z.B. gezeigt. dali die Verwendung von isopropanolhaltigen 
Puffern anstelle von ethanolhaitigen Puffern vorteilhaft ist. Wie in DE 44 03 
693 vorgeschlagen, konnen durch die Verwendung von isopropanolhaltigen 
Puffern besonders gute Transfektionsraten (bzw. geringere Endotoxin 
Verunreinigung) der hergestellten NukleinsSuren erzielt werden. Die 
erfindungsgemaii eingesetzten Wasch- und Elutionspuffer sollten nicht 
mehr als 20% (v/v) eines Oder mehrerer organischer Losungsmittel 
enthalten, demit das Auswaschen der Verunreinigungen und auch die 
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Elution der Nukleinsauren anionenaustauschchromatographisch, d.h. vor 
allem in Abhangigkeit der lonenstarke und/oder von pH Andemngen, erfolgt 
und keine weiteren Waschschritte erforderlich sind. insbesondere werden 
ais organische Ldsungsmittel C1 bis C5- Alkohole, bevorzugt Ethanol 
5 und/oder Isopropanol eingesetzt. Besonders bevorzugt enthalten die Puffer 
zwischen 10 und 15 % Ethanol und/oder Isopropanol. 

Somit beinhaltet das erfindungsgemaiie Verfahren typischenA/eise die 
folgenden Schritte: 

10 . Inkubation des Mediums, das die Nukleinsauren enthalt. (typischerweise 
das Cleared Lysate) mit einer Salz-freien Detergenzienlosung (Dauer 
ca. 1 5-30 min) 

- Aufgabe der Inkubationslosung auf die vorkalibrierte 
Anionenaustauschers3ule 

15 - Waschen der SSule mit einem WaschpufFer 

- Elution der Plasmid-DNA mit einem Elutionspuffer 

Nach der Elution von dem Anionenaustauscher weist die nach dem 
erfindungsgemalien Verfahren aufgereinigte Plasmid-DNA einen 
20 Endotoxin-Gehalt von unter 50 EU/mg Plasmid. zumeist sogar einen 

Endotoxin-Gehalt von unter 25 EU/mg Plasmid auf. Diese Werte werden in 
herkommlichen Verfahren nurdurch zusatzliche Reinigungsschritte. wie 
Prazipitation oder Gelfiltration, en-eicht. 

25 Damit ist das erfindungsgemafJe Verfahren, das eine Salz-freie 

Vorinkubation mit einem Chromatographieschritt auf einem speziellen 
Anionentauscher kombiniert, 5 bis 10 mal effizienter als andere Verfahren, 
die beispielsweise zur Vorinkubation eine Salz-haltige Detgergenzlosung 
venA/enden. Wird die Vorinkubation des erfindungsgemalien Verfahrens mit 

30 einer Salz-haltigen Detergenzlosung durchgefuhrt, sinkt die Effizienz der 
Aufreinigung. Demnach fuhrt eine Steigerung der lonenstarke wahrend der 
Vorinkubation bei der VenA^endung von Tentakel-TrSgem, wie z.B. 
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Fractoger EMD Anionentauschern, zu einer Erh6hung des Endotoxin- 
gehaltes der eluierten Probe. 

Die eluierten Nukleins§uren kSnnen gesammelt oderfraktioniert 
5 aufgefangen warden und ihrer weiteren Verwendung zugefuhrt werden. 

Da die aufgereinigten Proben nach der Elution von dem Anionentauscher 
zumeist durch die Saize des Elutionspuffers verunreinigt sind, kann es 
notwendig sein, die Probe zur Entfemung der SaIze zusatzlich z.B. mittels 
Diaiyse oder Alkoholfallung aufzureinigen. Diese Schritte dienen jedoch bei 
10 dem erfindungsgemalien Verfahren lediglicli zur Entfernung von Salzen, 
nicfit aber, wie im Stand derTechnik, zur weiteren Abreicherung von 
Endotoxinen. 

Neben der QualitSt der aufgereinigten Nucleinsauren, ist auch der Mal^stab 
15 in dem die Nucleinsauren aufgereinigt werden kSnnen, von entscheidender 
Bedeutung. Das erfindungsgemalie Verfahren ist sowohl zur Aufreinigung 
kleiner Mengen (unter 1 mg), wie auch zur Aufreinigung groBer Mengen 
(von 1 mg bis zu einigen 100 g und daruber hinaus) geeignet. 

20 

Auch ohne weitere AusfQhrungen wird davon ausgegangen, dad ein Fach- 
mann die obige Beschreibung Im weitesten Umfang nutzen kann. Die 
bevorzugten Ausfuhrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als 
beschreibende. keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offen- 
25 barung aufeufassen. 

Die vollstandlge Offenbarung ailervor- und nachstehend aufgefiihrten 
Anmeldungen, Patente und Veroffentlichungen ist durch Bezugnahme in 
diese Anmeldung eingefuhrt. 



30 
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Beispiele 

FQr die Aufreinigungen wunden folgende Losungen verwendet: 

1. CL Resuspensions Puffer 
5 50 mM Tris.HCI, pH 8.0 

lOmMEDTA 

100 |ig/ml DNAse-freie Ribonuklease A 

2. CLLyse Puffer 

200 mM NaOH 
10 1 % (w/v) SDS (Natrium Dodecyl Sulphat) 

3. CL Neutralisations-Puffer 

3.0 M KOAc (Kaliumacetat). pH 6.5 
4. IE Equilibrations-Puffer 

50 mM Tris, pH 6.5 
15 SOOnnMNaCI 

15%(v/v)Ethanol 
S.IEWasch-Puffer 

50 mM Tris, pH 6.5 

625mMNaCI 
20 15%(v/v)Ethanol 
6. IE Elutions-Puffer 

50 mM Tris, pH 8.5 

1500 mM NaCI 

15%(v/v)Ethanol 

25 

Die Bal<terienkulturen wurden nach bekannten Methoden kultiviert und zu 
einem Cleared Lysate verarbeitet Daher wird dies im folgenden nur kurz 
erlSutert: 

1 . Zellen aus einer 50 ml bis zu 3 1 Bakterienkultur wurden 15 min bei 6000 
30 g zentrifugiert und in 4 ml CL Resuspensions-Puffer pro 50 ml Kultur 

resuspendiert. Man el-halt eine trObe Suspension, die frei von grolieren 
Zellklumpen ist. 
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2. Man fugt das gleiche Volumen CL Lyse Puffer hinzu und mischt 
(„Oberkopf drehen"/ wirbein / schwenken) bis die L6sung War ist. Diese 
Losung darf niclit langer als 10 Minuten be! Raumtemperatur gelagert 
warden. 

3. Man fugt dann das gleiche Volumen CL Neutralisations-Puffer hinzu (4 
ml pro 50 ml Kuitur) und mischt bis das Lysat trube wird und ausflockt. 
Anschlieftend wird das Lysat 15-20 Minuten auf Eis inkubiert. 

4. Die Losung wird dann 30 min bei 4 mit uber 20.000 g zentrifugiert, 
um ein Wares Lysat zu erzeugen. 

5. Der Gberstand des „Cleared Lysate" wird in ein neues Behaitnis 
uberfQhrt. 

Beispiel 1: Vergleich der Bindungskapazitaten 

Die dynannischen Bindungskapazitaten von einem Fractogel® EMD TMAE 
Tentakel-Trager (TT) mit einem herkommlichen Silika-Tr§ger (ST) der 
Fimia Qiagen mit aufgepfropften funktionellen Gruppen wurden verglichen. 

Bakterien (Obernacht-Kulturen DH5a transfomiiert mit pTriEx Piasmid, 
JM109 transformiert mit pBluescipt Piasmid und NovaBlue transformiert mit 
pTriEx Pfasmid) wurden pelletiert und nacheinander mit CL 
Resuspensions-, Lyse und Neutralisations-Puffer resuspendiert, lysiert und 
neutralisiert. Die Zelltrummerder verschiedenen Lysate wurden 
abzentrifugiert. 

An dieser Stelle wurden die verschiedene Cleared Lysate je in zwei 
Fraktionen aufgeteilt, um sicherzustellen, dali fur die Aufreinigungen 
identisches Ausgangsmaterial venA^endet wurde. 

Eine der beide Fraktionen von jedem Cleared Lysat (alia mit sattigender 
Menge an Piasmid im Bezug auf die TrSgennenge) wurde auf den 
Fractogel® Trager geladen, die andere auf den Silika-Trager. 
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Die Fractogel® EMD TMAE HiCap Saulen wurden vor der Beladung mit den 
Proben mit 5 Saulenvolumina des IE Equilibrations-Puffers aqulibriert. Zur 
Anidnenaustauschchromatographie dem Silil<a-Trager QIAGEN® Plasmid 
Maxi Kit. Cat No. 12163 wurden die in WO 95/21 179, Beispiel 1 . genannten 
Puffer venA/endet. Waiirend der Beladung der Saulen wurden alle Eluate in 
Fraktionen gesammelt und auf ihren Plasmid-Gehalt hin analysiert. 

Abbiidung 1 zeigt das Ergebnis der Untersuchung. Es wurden die 
Ergebnisse von 4 unabhangigen Versuchen verrechnet. Auf der Ordinate 
ist die dynamische Bindungskapazitat in mg Plasmid-DNA/ml Trager 
angegeben. Es zeigt sicli, dafl der Fractogel® EMD TMAE Trager eine 
wesentlich hohere Bindungskapazitat fur Plasmid-DNA besitzt. 

Beispiel 2: Aufreinigung von pBacMam DNA 

Bakterien (eine Obemacht-Kultur von DH5a Zellen. transformiert mit einem 
pBacMam Plasmid) wurden pelletiert und nacheinander mit CL 
Resuspensions-, Lyse und Neutralisations-Puffer resuspendiert, lysiert und 
neutralisiert. Die Zelltriimmer wurden abzentrifugiert. 

An dieser Stelle wurde das Cleared Lysate in unterschledliche Fraktionen 
aufgeteilt, um sicherzustellen, dali ftir alle Aufreinigungen identisches 
Ausgangsmaterial verwendet wird. 
Es wurden folgende Fraktionen gebildet: 

(a) Das Cleared Lysate wird nicht vorinkubiert, sondern direkt auf den 
Fractogel® Trager geladen. 

(b) Das Cleared Lysate wird 30 min mit 1/10 seines Volumens einer Salz- 
freien 20% Triton® X-1 14 Losung vorinkubiert und dann auf den 
Fractogel® Trager geladen. 

(c) Das Cleared Lysate wird nach bekannten Verfahren 2 bis 3 
aufeinanderfolgenden Phasentrennungen mit nicht-kondensierter 
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Triton® X-1 14 Detergenzlosung unterzogen (Manthorpe etal. (1993), 
Hum Gene Ther. 4, 419-431 ) und dann auf den Fractogel® Trager 
geladen. 

5 Die Fractogel® EMD TMAE HiCap Saulen wurden vor der Beladung mit den 
Proben mit 5 Saulenvolumina des IE Equilibrations-Puffers aqulibriert. Nach 
der Beladung wurden die Saulen mit 10 Saulenvolumina des IE Wasch- 
Puffers gewaschen und mit 4 Saulenvolumina des IE Elutions-Puffers 
eluiert. Das Eluat wurde ohne weitere Aufreinigungsschritte mittels LAL 

10 (limulus amoebocyte lysate) Test anaiysiert (Bayston and Cohen (1990), J. 
Med. Microbiol. 31. 73-83). Der Test wurde entsprechend dem 
Europaischen Arzneibuch, 3. Ausgabe (1997) Kapltel 2.6.14 durchgefOhrt 
und nach der FDA-Rlchtlinie ..Guideline on validation of the LAL Test as an 
endproduct endotoxine test for human and animal parenteral drugs, 

15 biological products and medical devices" von Dezember 1987. Die Lysat 
Sensitivitat lag unter 0,12 EU/ml. 



Tabelle 1 zeigt die aus drei unabhangigen Experimenten erhaltenen 
Endotoxinwerte: 

20 



25 





Ohne 
Vorinkubation 

Endotoxin K 


Inkubation mit 
Salz-freier 
Detergenz-Losung 

ontamination in E.U. i 


Triton® X-1 14 
Pliasentrennung 

' mg pBacl\/lam 


1 


116,36 


7.27 


8,00 


2 


53,30 


5,10 


6,30- 


3 


147,70 


5,30 


4.00 


Durchschnitt 


105,79 ±39,26 


5,89±0,98 


6,1 0± 1,64 



Tabelle 1 
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Bei Experiment 2 wurden zwei aufeinanderfolgende Triton®^ X-1 14 
Detergenz Phasentrennungen durchgefOhrt, bei Experiment 1 und 3 jeweils 
drei. 

Durch Kombination einer Vorinkubation mit Salz-freier Detergenzlosung mit 
einer Anionenaustauschchromatographie auf einem Fractogel® EMD 
Anionentauscher ertialt man Endotoxinwerte von < 25 EU/mg Plasmid 
DNA. Ohne weitere Aufreinigungsschritte, wie Failung Oder Gelfiltration, 
enthalt die DNA genausowenig Endotoxine wie nach der sehr viel 
aufwendigeren Detergenz Phasentrennung. 

Beispiel 3: Aufreinigung von pTriEx DNA unter Einsatz verschiedener 
nicht-ionischer Detergenzien 

Bal<terien (eine Obemacht-Kultur von DH5a Zellen, transfomiiert mit einem 

pTriEx Plasmid) wurden pelletiert und naclieinander mit CL 

Resuspensions-, Lyse und Neutralisations-Puffer resuspendiert. lysiert und 

neutralisiert. Die ZelltrQmmer wurden abzentrifugiert. 

An dieser Stelle wurde das Cleared Lysate in unterschiedliche Fraktionen 

aufgeteilt, um sicherzustellen, dali fur alle Aufreinigungen identisches 

Ausgangsmaterial verwendet wird. 

Es wurden folgende Fraktionen gebildet: 

(a) Das Cleared Lysate wird nicht vorinkubiert, sondem direkt auf den 
Fractogel® Trager geladen. 

(b) Das Cleared Lysate wird 60 min auf Eis mit 1/10 seines Volumens 
verscliiedener Salz-freier 20% Detergenz-Losung vorinkubiert und 
dann auf den Fractogel® Trager geladen. 

Die Fractogel® EMD TMAE HiCap SSulen wurden vor der Beladung mit den 
Proben mit 5 SSulenvolumina des IE Equilibrations-Puffers Squlibriert. Nach 
der Beladung wurden die Saulen mit 10 Saulenvolumina des IE Wasch- 
Puffers gewaschen und mit 4 Saulenvolumina des IE Elutlons-Puffers 
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eluiert. Das Eluat wurde ohne weitere Aufreinigungsschritte mittels 
turbidimetrischem LAL Test analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 
dargestellt: 
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Salz-freie 
Detergenzidsung 


Endotoxin Kontamination 
in E.U. / mg pTriEx 


1 


ohne Vorinkubation 


116,36 


2 


Triton"^ X-1 00 


12,63 


3 


Triton'^ X-1 14 


3.58 


4 


Igepar CA 630 


4 


5 


Tween®20 


14,55 



Tabelle 2 



Es zeigt sicli, dali die Vorinkubation mit Salz-freier Qetergenzlosung zu 

15 

einer signifikanten Reduktion des Endotoxingehaltes fiihrt. 

Beispiel 4: Aufreinigung von pTrlEx DNA nnit Saiz-freien und Salz- 
haltigen lgepal®-Detergen2losungen auf Fractogel® EMD TMAE HiCap 
und QIAGEN®Tragern. 

20 

Die Herstellung des Cleared Lysate erfolgte wie in Beispiel 3 beschrieben, 
jedoch ausgehend von einer Ubernacht-Kultur von NovaBlue Zellen, 
transfomniert mit einem pTriEx Plasmid. 

25 

Das Cleared Lysate wird in unterschiedliche Fraktionen aufgeteilt, urn 
sicherzustellen, daB fOr alle Aufreinigungen identisches Ausgangsmaterial 
verwendet wird. 

(a) 2 Fraktionen wurden nicht vorinkubiert, sondern direkt auf die beiden 
Trager (Fractogel® EMD TMAE HICap und QIAGEN ®-DEAE) gegeben. 
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(b) 2 Fraktionen wurden mit einer Salz-haltigen Detergenzlosung 
vorinkubiert und dann auf die TrSger gegeben. Die Vorinkubation 
erfolgte entsprechend WO 95/21 179. Beispiel 1. 

(c) 2 Fraktionen wurden mit Salz-freier Detergenzlosung entsprechend 
5 Beispiel 3 vorinkubiert und dann auf die Trager gegeben. 

Zur Anionenaustauschchromatographie auf dem Trager der Firma Qiagen 
wurden die in WO 95/21 179, Beispiel 1 genannten Puffer verwendet. Da 
die Elutionspunkte der Plasmid-DNA fur die beiden Trennmaterialien 
10 • unterschiedlich sind, konnen die Puffer jedoch nicht eine vollig gleiche 
Zusammensetzung aulWeisen. Fur den Fractogel® EMD TMAE HiCap 
Trager wurden die zu Anfang der Beispiele genannten Puffer verwendet. 

Die Eluate der lonenaustauscfisaulen wurden gesamnnelt und direkt,ohne 
15 weitere Aufreinigungsschritte mittels LAL-Test auf ihren Endotoxin-Gehalt 
hin untersucht. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 und 4 dargestellt: 



20 


aufgegebene 


221 1,84 EU gesamt 


221 1,84 EU 


Menge 




' gesamt 






Eluat Fractogel'^ 


Eluate QIAGEN*^ 


25 


ohne 
Vorinkubation 


330,7 EU/mg 


981.5 EU/mg 


Vorinkubation mit 

Salz-freier 
Detergenzlosung 


19,5 EU/mg 


458.2 EU/mg 


30 


Vorinkubation mit 
Salz-haltiger 


83.2 EU/mg 


924,6 EU/mg 


Detergenzldsung 







Tabelle 3 
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Somit ergeben sich mit den beiden TrSgem und der Vorinkubation (mit und 
ohne Salz) folgende Verbesserungen gegenOber einer 
lonenaustauschchromatographie ohne Vorinkubation (Standard I EC): 







Fractoger 


QIAGEN"* 








Verbesserung 




Verbesserung 






gesamt 


gegenQber 


gesamt 


gegenQber 


10 






Standard lEC 




Standard lEC 


ohne 

Vorinkubation 


307.2 
EU 


/ 


921.6 EU 


/ 




Vorinkubation mit 


76,8 EU 


4-fach 


921,6 EU 


keine 




Salz/Detergenz 












Vorinkubation mit 


19.2 EU 


16-fach 


460,8 EU 


2-fach 


15 


Detergenz 








(nicht signifikant) 



Tabelle 4 



Die Tabelle enthalt die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Versuchen. 
Es zeigt sich, dali die Kombination -Vorinkubation mit Salz-freier 
Detergenzlosung/FractogePTrager- bei weitem die beste Aufreinigung 
bewirkt. 



25 



30 
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Anspriiche 

1, Verfahren zur Abreicherung von Endotoxinen aus Nukleinsauren, die 
aus naturlichen, gen- oder biotechnologischen Quellen stammen. 
5 gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen eines Mediums, das die aufeureinigenden 
Nukleinsauren enthalt; 

b) Vorinkubation des Mediums aus Schritt a) mit einer Salz-freien 
Detergenzlosung; 

10 c) Aufgabe der InkubationslQsung aus Schritt b) auf 

Anionenaustauschemnaterial, dessen funktionelle Gmppen an 
Tentakein auf der Oberflache des Tragers gebunden sind; 

d) Wasciien des Anionentauschers, wobei die Verunreinigungen durch 
Erhohung der lonenstarke und/oder pH-Andemngen ausgewaschen 

15 warden; 

e) Elution der Probe durch weitere Erhohung der lonenstarke und/oder 
pH-Andemng. 



2. Verfahren zur Abreicherung von Endotoxinen nach Anspruch 1 , dadurch 
20 gekennzeichnet, dali die aufeureinigende biologische Quelle Plasmid- 

DNA enthalt. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Anionenaustauscher DEAE oderTMAE als 

25 funktionelle Gruppen aufweist. 



4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
da(i das in Schritt a) bereitgestelite Medium durch Aufschluliverfahren, 
wie alkaiischer Lyse, Zentrifugation, Filtration oder FSIIung, aus der 
30 natiiriichen Quelle gewonnen wurde. 
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